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“Cuide dos meios. O fim cuidará de si mesmo” 
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O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) é uma espécie 
domesticada no norte da América do Sul, a partir da espécie selvagem A. 
comosus var. ananassoides. No período anterior a conquista a espécie já 
estava dispersa por toda América Tropical e parte da Subtropical, 
configurando uma planta de grande importância social para os grupos 
humanos. Após o contato com os europeus o abacaxizeiro foi disperso 
pelo globo, e hoje se configura como uma das frutas tropicais de maior 
importância econômica mundial. O Brasil é um dos maiores produtores 
mundiais de abacaxi, tendo como principal consumidor o próprio 
mercado interno, mesmo apresentando um baixo consumo per capita da 
espécie. Isto configura um potencial de crescimento da exploração 
comercial da fruta, tanto no mercado interno como no externo. Em Santa 
Catarina a baixa produção de abacaxi, aliada ao consumo médio per 
capita da espécie maior que o nacional, tornam a revitalização do 
cultivo uma potencial oportunidade para a agricultura catarinense. 
Porém, para revitalizar o cultivo, os agricultores devem ter acesso a 
mudas de alto valor genético e isentas de pragas e doenças. A presente 
dissertação objetivou a caracterização genética de 29 genótipos 
presentes na coleção de germoplasma do CCA/UFSC, através de 7 
marcadores microssatélites. Os acessos conservados na coleção são, em 
geral, genótipos locais do estado de Santa Catarina, configurando-se de 
grande importância genética regional. Nesta abordagem foi possível 
adaptar com sucesso um protocolo de extração de DNA genômico, 
extraído de partes de folhas basais de plantas adultas (aproximadamente 
0,5g), obtendo-se em média 3750 ng de DNA genômico para cada 
acesso, concentrados em 75 µL de solução estoque. Porém, entre os 
lócus estudados o maior polimorfismo encontrado foi de 27,58%, o 
maior número de alelos foi 4, o máximo número efetivo de alelos foi de 
1,597 e foi encontrado 3 alelos raros, sendo que  dois deles em um 
mesmo lócus. Isto configura baixo poder de informação, 
impossibilitando a análise da distância genética e índices de 
variabilidade genética. A abordagem quanto a qualidade fitossanitária se 
deu por meio da elaboração de um protocolo de alta performance de 
micropropagação de abacaxizeiro baseado em culturas nodulares 
associadas a sistemas de imersão temporária. O protocolo foi dividido 
em indução e multiplicação de culturas nodulares, regeneração de 
microbrotos, crescimento à brotos e aclimatização. Os explantes 
utilizados foram bases foliares retiradas de brotos desenvolvidos in 
 vitro. A melhor combinação de fitorreguladores para a indução de 
culturas nodulares foi 2 µM de ANA e 8 µM de 2-iP. Para a 
multiplicação de culturas nodulares a combinação que gerou os 
melhores resultados foi a de 2 µM de ANA e 2 µM de BAP em sistema 
de imersão temporária por meio de frascos duplos. Esta mesma 
combinação de fitorreguladores mostrou-se eficiente para a regeneração 
de microbrotos, porém, utilizando-se sistema de imersão temporária em 
frascos RITA®. Posteriormente, em sistema de imersão permanente, o 
crescimento de microbrotos foi mais adequado em meio de cultura 
contendo 10 µM de AG3. Brotos acima de 2 cm foram aclimatizados 
com sucesso em substrato composto por mistura (1:1) de casca de arroz 
carbonizada e Plantmax® HT, com uma porcentagem de sobrevivência 
superior a 92%. 
 
Palavras chaves: Ananas comosus var. comosus, coleção de 
germoplasma,  extração de DNA, caracterização genética, marcadores 





The pineapple (A. comosus var. comosus) is a dosmeticated species in 
northern South America, from the wild species A. comosus var. 
ananassoides. In the years before the conquest of America the pineapple 
was already dispersed throughout of Tropical America and part of 
Subropical, setting up a plant of great social importance to human 
groups. After contact with european, pineapple was scattered across the 
globe, and today is configured as a tropical fruit of greater importance 
economic worldwide. Brazil is one of the largest producers of pineapple, 
with the internal market as the main consumer, even with a low per 
capita consumption of the specie. This sets a growth potencial of 
commercial of the fruit, both the internal and external market. In Santa 
Catarina state the low production of pineapples, along with the average 
per capita consumption of the specie greater than the country, transform 
the cultivation in the one potencial opportunity for agriculture in Santa 
Catarina. However, to revitalize the cultivation, farmers should have 
access to seedlings of high genetic value and free of pests and diseases. 
This dissertation addressed the genetic quality through genetic 
characterization of 29 genotypes present in the germplasm collection of 
the CCA / UFSC, by 7 microsatellite markers. The accessions preserved 
in the collection are, in general, local genotypes of the state of Santa 
Catarina, becoming a important genetic bank regional. In this approach 
it was possible to successfully adapt a protocol for extracting genomic 
DNA extracted from parts of basal leaves of mature plants 
(approximately 0.5 g), yielding an average of 3750 ng of genomic DNA 
for each access, stocked in 75 mL of concentrated solution. However, 
among the loci studied it was found maximum polimorfism of 27.58%, 
the highest number of alleles was 4, the maximum effective number of 
alleles was 1.597 and it was found three rare alleles, two of them in the 
same locus. This sets a low power of information, thus difficulting a 
more precise analysis of genetic distance and levels of genetic 
variability. The approach for sanitary quality was achieved through the 
development of a high performance protocol of micropropagation, based 
in nodules cultures associated with temporary immersion systems. The 
protocol was divided into induction and multiplication of nodules 
cultures, regeneration of microshoots, growth of shoots and 
acclimatization. The explants were removed from leaf bases of shoots 
grown in vitro. The best combination of growth regulators to induce 
nodules cultures was 2 µM of NAA and 8 µM of 2-iP. For 
 multiplication of nodules cultures the combination that yielded the best 
results was the 2 µM of NAA and 2 µM of BAP in temporary 
immersion system through dual flasks. This same combination of 
growth regulators was efficient for the regeneration of microshoots, 
however, using a system of temporary immersion RITA®. Thereafter, 
growth of microshoots was enhanced in culture medium containing 10 
µM GA3 in permanent immersion system. Shoots larger than 2 cm were 
successfully acclimatized in substrates by mixing (1:1) of carbonized 
rice hull and Plantmax® HT, with a survival rate above 92%. 
 
Key words: Ananas comosus var. comosus, germplasm collection, DNA 
extraction, genetic characterization, microsatellite markers, 
micropropagation, nodules clusters, high regenerative efficiency. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) é uma planta 
domesticada a partir da espécie selvagem A. comosus var. ananassoides 
no norte da América do Sul (COPPENS D’EECKENBRUGGE e 
DUVAL, 2009). Entre sua domesticação e a conquista do continente 
americano no século XV esta espécie foi dispersa por toda América 
tropical e parte da subtropical. Tão logo houve o contato da espécie com 
os europeus já houve o interesse de comercializar a fruta com a Europa, 
primeiramente com o envio da fruta e da planta e depois com o 
encurtamento das rotas comerciais por meio de plantios fora das 
Américas (LOUDON, 1822; PATIÑO, 2002).   
Hoje o abacaxi destaca-se no mercado global como uma das 
frutas de maior importância econômica, e o Brasil encontra-se entre os 
maiores produtores do mundo, com produção nacional voltada, em sua 
grande maioria, para o mercado interno (REINHARDT & 
RODRIGUEZ, 2009; FAO). Segundo Villela et al. (2005), o consumo 
per capita de abacaxi no Brasil vem diminuindo nas últimas décadas, e é 
hoje muito menor que o registrado na Europa e EUA (GUEDES et al., 
2008), configurando um grande mercado potencial para a fruta. Em 
Santa Catarina, a baixa produção de abacaxi ante a nacional, devido a 
redução da produção dessa espécie a partir da década de 70 (GUERRA 
et al., 1999), aliada ao elevado consumo da fruta no estado (CEASA, 
2006), tornam a revitalização do cultivo uma potencial oportunidade 
para a agricultura catarinense. Porém, para revitalizar o cultivo, os 
agricultores devem ter acesso a mudas de alto valor genético, isentas de 
pragas e doenças e a genótipos adaptados a região específica de plantio. 
A presente dissertação se relaciona com estes tópicos ao propor a 
avaliação da diversidade genética da coleção de germoplasma do 
CCA/UFSC, composta principalmente por variedades crioulas da 
espécie, por meio de marcadores microssatélites; e o emprego de 
biotecnologias apropriadas à micropropagação massal de abacaxizeiro 
por meio da rota morfogenética de culturas nodulares associada ao 
emprego de biorreatores de imersão temporária. 
Com o desenvolvimento das duas temáticas busca-se a 
possibilidade de produzir em um pequeno espaço de tempo, área 
reduzida e baixo custo, um grande número de mudas de genótipos de 
interesse, bem como estabelecer estratégias eficientes para a 
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conservação e melhoramento genético de genótipos adaptados ao sul do 
Brasil.  
O presente trabalho foi organizado na forma de capítulos, onde o 
primeiro capítulo descreve os aspectos básicos relacionados aos recursos 
genéticos de abacaxi e sua distribuição, bem como alguns fatores 
relacionados à cultura in vitro e a situação do problema. No segundo 
capítulo descreve-se a caracterização genética, baseada em marcadores 
microssatélites, de variedades crioulas de abacaxi do estado de Santa 
Catarina. Por fim, o terceiro capítulo descreve o desenvolvimento de um 
sistema regenerativo de alta performance baseado na indução de culturas 
nodulares e seu desenvolvimento em biorreatores de imersão 
temporária.  
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2. HIPÓTESES 
 
Marcadores microssatélites são ferramentas úteis para a análise 
da diversidade genética do abacaxizeiro; assim como o estabelecimento 
de um protocolo de multiplicação desta espécie baseado em culturas 
nodulares associadas a sistemas de imersão temporária se configura 
como uma técnica de alta eficiência regenerativa in vitro. 
 
3. OBJETIVOS 
3.1. Objetivo geral 
Descrever o contexto histórico e atual da cultura do abacaxizeiro, 
avaliar a diversidade genética de variedades crioulas catarinenses por 
meio de marcadores microssatélites e estabelecer um protocolo de 
micropropagação in vitro de alta capacidade regenerativa, baseado na 
indução e desenvolvimento de culturas nodulares. 
 
3.2. Objetivos específicos 
a. Descrever o processo histórico da origem, domesticação e situação 
atual da cultura do abacaxizeiro. 
b. Avaliar a diversidade genética da coleção de germoplasma de A. 
comosus var. comosus do CCA/UFSC, por meio de marcadores 
microssatélites. 
c. Estabelecer um protocolo de indução e multiplicação de culturas 
nodulares, e regeneração e aclimatização de brotos. 
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5. CAPÍTULO I: ESTADO DA ARTE E SITUAÇÃO DO 
PROBLEMA 
 
O abacaxizeiro (Ananas comosu var. comosus) pertence à família 
Bromeliaceae, sub-família Bromelioideae. O gênero Ananas é composto 
por duas espécies, A. macrodontes e A. comosus. Dentro da espécie A. 
comosus há cinco variedades botânicas: ananassoides, parguazensis, 
erectifolius, bracteatus e comosus, sendo que o abacaxizeiro para 
produção de frutos refere-se a A. comosus var. comosus (COPPENS 
D’EECKENBRUGGE e LEAL, 2003; COPPENS 
D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 2009). 
O centro de origem de domesticação do abacaxizeiro foi proposto 
por Bertoni (1919) como sendo a região central da América do Sul, 
hipótese esta reforçada por Vavilov (1951) e Collins (1960) e aceita 
posteriormente por Purseglove (1972), Pickersgill (1976) e Sauer 
(1993). Porém, em períodos posteriores ao contato europeu, alguns 
exploradores e naturalistas já consideravam o norte da América do Sul 
como o “berço” do abacaxizeiro cultivado. Assim, Brücher (1971) 
considerou a região das Guianas como o centro de domesticação. No 
entanto, todas essas hipóteses basearam-se basicamente em observações 
morfológicas e/ou botânicas (COPPENS D’EECKENBRUGGE e 
DUVAL, 2009; LEAL e ANTONI, 1981; PATIÑO, 2002). 
A partir de expedições de pesquisa para o norte da América do 
Sul, principalmente Venezuela, Brasil e Guiana Francesa, realizadas nas 
duas últimas décadas do século XX, pode-se ampliar o conhecimento 
sobre esta espécie por meio de informações morfológicas, bioquímicas, 
moleculares e geográficas. Com isso foram propostos dois grandes 
centros de diversidade ao norte da América do Sul; um deles no oeste 
Amazônico e outro no Escudo das Guianas, sendo o último apontado 
como o mais provável centro de origem de domesticação do 
abacaxizeiro cultivado (Figura 1). Além da área geográfica onde se 
iniciou a co-evolução entre o abacaxizeiro e o homem, essas pesquisas 
também apontaram que a variedade selvagem Ananas comosus var. 
ananassoides foi o ancestral do abacaxizeiro (COPPENS 
D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 2009). 
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Figura 1. Distribuição do abacaxizeiro na América do Sul; com o centro 
primário de domesticação (bordas marrons) e o centro secundário de 
diversidade (bordas verdes).  Fonte: COPPENS D’EECKENBRUGGE e 
DUVAL, 2009. 
 
Quando europeus chegaram à América no final do século XV, 
esta espécie já havia passado por um processo acentuado de 
domesticação, e estava dispersa por grande parte da América 
intertropical, indo do sul do México ao Rio da Prata no sentido norte-
sul, do oceano Pacífico ao Atlântico no sentido oeste-leste e do nível do 
mar às encostas andinas no plano vertical. As principais razões para 
explicar tal distribuição se relacionam com a facilidade com que a planta 
pode ser propagada, sua resistência a desidratação e a possibilidade de 
produção de bebida fermentada a partir da infrutescência (PATIÑO, 
2002). Nesse sentido, Coppens D’Eeckenbrugge e Duval (2009) e 
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Clement et al. (2010) sugeriram que a reprodução basicamente 
assexuada, combinada com essa ampla adaptação a diferentes 
ambientes, aliada a evidências do início da agricultura na região 
amazônica no final do pleistoceno para outras espécies, servem de 
evidências robustas para se propor que o início da domesticação do 
abacaxizeiro tenha ocorrido entre 6.000 e 10.000 anos atrás. 
O período pré-conquista europeu marcou um momento em que 
culturalmente o cultivo do abacaxizeiro exercia importante papel em 
muitas sociedades indígenas. Mesmo com o processo genocida praticado 
contra os nativos, hoje ainda é possível registrar o abacaxi sendo 
cultuado com reverências e festas por alguns povos (COPPENS 
D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 2009). Como resultado da dinâmica 
pré-conquista, temos hoje o Brasil como maior centro de diversidade 
genética do abacaxizeiro. 
O primeiro contato do abacaxizeiro com o europeu ocorreu em 
1493 através do explorador Cristóvão Colombo, e o interesse europeu 
pelo abacaxi foi imediato. Tanto que nas primeiras décadas após 
Colombo ter conhecido a espécie, ela já havia sido dispersa para outras 
zonas tropicais do mundo, porém, dificilmente a fruta chegava em 
quantidades consideráveis ao mercado europeu. Por isso entre os séculos 
XVII e XVIII, o abacaxizeiro foi cultivado na Europa em sistemas de 
cultivos protegidos, principalmente na Rússia, Alemanha, França, 
Holanda e Itália. Esses cultivos cessaram a partir do momento que 
abacaxis começaram a chegar ao continente em boas condições de 
consumo, por meio do envio da planta inteira, vindas das Américas 
(LOUDON, 1822; PATIÑO, 2002). Esse processo foi substituído pelo 
encurtamento da rota comercial através de plantios, na ilha de Açores 
para abastecer o mercado europeu; e Florida, Bahamas, Porto Rico e 
Cuba para suprir o mercado norte americano. Após a segunda-guerra os 
plantios comerciais já estavam disperso pelo globo (ROHRBACH et al., 
2003). A FAO acompanha desde a década de 60 a produção, 
produtividade, e área plantada de abacaxizeiro no mundo, e desde que 
esse acompanhamento começou o Brasil sempre se encontra entre os 
maiores produtores mundiais de abacaxi, sendo que a produção nacional 
é, em sua grande maioria, consumida pelo mercado interno. Atualmente 
os maiores exportadores são a Costa Rica, Tailândia, Filipinas, 
Indonésia e Costa do Marfim, que se destacam nas exportações do fruto 
“in natura” ou processados (REINHARDT e RODRIGUEZ, 2009; 
FAO).  
O consumo per capita de abacaxi no Brasil que já foi de 2,9 
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Kg/hab/ano em 1987, diminuiu para 1,0 Kg/hab/ano em 1996 e para 0,8 
Kg/hab/ano em 2003 (VILLELA et al., 2005). Esses dados apontam um 
baixo consumo atual, representando um grande mercado a ser 
explorado, quando se toma como base o consumo per capita norte 
americano e de países europeus como, por exemplo, o da Holanda que é 
de 7,4 Kg/hab/ano (GUEDES et al., 2008). Em Santa Catarina a 
oportunidade do mercado dessa fruta fica mais evidente uma vez que a 
sua produção vem diminuindo progressivamente desde a década de 70, 
principalmente devido à doença fúngica conhecida como gomose 
(Fusarium moniliforme var. subglutionans) em conjunto com a praga 
broca dos frutos (Thecla basalides) (GUERRA et al., 1999). 
Diferentemente, em nível nacional, a produção teve crescimento médio 
de 5,65% ao ano entre 1990 e 2003 (VILLELA et al., 2005). Além 
disso, um dos produtos mais vendidos na Central de abastecimento do 
estado de Santa Catarina S.A. (CEASA/SC) é o abacaxi, sendo que parte 
irrisória é fornecida pelo próprio estado (CEASA, 2006). Ou seja, o 
estado de Santa Catarina é um grande consumidor da fruta, porém não é 
um grande produtor, o que transforma a revitalização do cultivo no 
estado uma oportunidade de renda com mercado já estabelecido aos 
agricultores catarinenses. Porém, para isso é necessário que os 
produtores tenham acesso a plantas de alta qualidade genética e 
fitossanitária. 
5.1. Qualidade Genética 
Estudos associados à genética molecular em plantas podem ser 
empregados para responder questionamentos históricos, tais como 
aqueles relacionados aos centros de origem, de diversidade, 
domesticação, filogenia e evolução de espécies (DOEBLEY et al., 2006; 
EMSHWILLER, 2006; SCHULTE et al., 2009; COPPENS 
D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 2009). Da mesma forma, podem ser 
gerados dados relevantes para programas de conservação, seleção e/ou 
melhoramento (BIANCHI et al., 2004). 
Estudos auxiliados por genética molecular em abacaxizeiro têm 
sido baseados no emprego de marcadores AFLP, RAPD, RFLP e 
isoenzimas, proporcionando avanços consideráveis no conhecimento 
geral da espécie, de cunho biológico, agronômico e histórico (LEAL e 
COPPENS D’EECKENBRUGGE, 1996; DUVAL et al., 1997; 
COPPENS D’EECKENBRUGGE et al., 1997; DUVAL et al., 2001; 
COPPENS D’EECKENBRUGGE e LEAL, 2003; DUVAL et al., 2003; 
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CARLIER et al., 2004; COPPENS D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 
2009). Além desses aspectos gerais, com os marcadores citados também 
foi possível a realização de estudos específicos, tais como a comparação 
de diversidade genética entre genótipos de interesse (RUAS et al., 1995; 
PEREIRA e KERR, 2001; GOTTARDI et al., 2001; TAPIA et al., 2005) 
e estudos associados à ocorrência de variação somaclonal (FEUSER, 
2000). Nesse sentido, Kinsual e Kumar (2007) identificaram e testaram 
19 iniciadores de marcadores microssatélites polimórficos para o 
abacaxizeiro. 
Marcadores microssatélites são uma classe de marcadores 
moleculares que se configuram como uma ferramenta robusta para 
avaliar diferenças entre genótipos, uma vez que são codominantes, com 
natureza neutra do fragmento, com capacidade de apresentar alto 
polimorfismo e com facilidade de detecção via PCR. Além disso, após a 
obtenção de microssatélites polimórficos, os custos da utilização desses 
marcadores reduzem-se drasticamente (BUSO et al., 2003). 
O conhecimento da diversidade genética entre indivíduos permite 
inferir classes de parentescos que podem ser utilizadas para programas 
de melhoramento genético, de seleção de indivíduos e de caracterização 
genética do grupo de plantas estudadas. Essas informações são 
relevantes para o estabelecimento de um banco de germoplasma, o qual 
é definido como sendo uma coleção de genótipos que é rotineiramente 
usada para propósito de pesquisa, caracterização, avaliação e utilização 
de materiais (EMBRAPA).  
O Centro de Ciências Agrárias da UFSC mantém na Fazenda 
Experimental da Ressacada uma coleção de germoplasma de 
abacaxizeiro com ênfase às variedades crioulas do estado de Santa 
Catarina. Além desta coleção se constituir importante fonte de recurso 
genético da espécie para o estado, representando acesso imediato de 
genótipos adaptados à diferentes regiões catarinenses, ela pode prover 
indivíduos para trabalhos de melhoramento genético, caracterização 
genética e seleção de acessos para o plantio, combinando a adaptação 
local com as principais características buscadas pelos melhoristas. Essas 
características segundo Cabral et al. (1997) são: resistência à gomose 
(Fusarium moniliforme var. subglutinans), crescimento rápido, folhas 
sem espinhos ou com poucos espinhos, rebentão precoce, fruto 
cilíndrico, polpa e casca amarela, polpa pouco fibrosa, elevado teor de 
sólidos solúveis totais (Brix maior que 16°), acidez moderada e alta 
concentração de ácido ascórbico. Adicionalmente, acessos crioulos 
podem servir de base para seleção de material que produza em 
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ambientes degradados, em solos salinizados, em regiões com períodos 
de seca, entre outros. 
5.2. Qualidade Fitossanitária 
Por meio de ferramentas biotecnológicas é possível produzir 
milhares de mudas de abacaxizeiro isentas de pragas e doenças em um 
pequeno espaço de tempo, a partir de uma só gema (PASQUAL et al., 
1998; TEIXEIRA et al., 2001). A micropropagação, ou propagação in 
vitro, possibilita essas características e atualmente existem numerosos 
protocolos de micropropagação para o abacaxizeiro. Porém, em geral, o 
custo da muda micropropagada não a torna competitiva perante a 
convencional (BE e DEBERGH, 2006). Segundo Teixeira et al. (2001) o 
custo da muda de abacaxizeiro micropropagada in vitro é cerca de 5 a 10 
vezes superior que a muda convencional. Isso faz com que as 
biofábricas produzam, em geral, mudas de abacaxizeiro para suprir 
apenas lavouras matrizes, e não o plantio comercial. Entretanto, os 
estudos de Dal Vesco e Guerra (2010) e Dal Vesco (2010) mostraram 
um novo sistema de multiplicação in vitro de bromélias, baseado na 
indução de culturas nodulares, que aparenta ser mais eficiente 
economicamente que o sistema de organogênese convencional. 
Culturas nodulares são aglomerados globulares meristemáticos de 
coloração verde clara e de textura friável ou levemente compacta, que se 
assemelham a culturas embriogenéticas, mas que se apresentam 
basicamente compostas por aglomerados meristemáticos (DAL VESCO 
e GUERRA, 2010). O potencial de multiplicação de culturas nodulares é 
superior ao da organogênese convencional, alcançando índices similares 
aos observados na embriogênese somática, com a vantagem de que a 
conversão de culturas nodulares à brotos é muito mais simples do que a 
conversão de embriões somáticos, se assemelhando a organogênese 
(GUERRA e DAL VESCO, 2010; DAL VESCO e GUERRA, 2010). 
No entanto, pouco é conhecido sobre as bases morfo-histológicas que 
diferenciam a formação das culturas nodulares da formação de embriões 
somáticos. De qualquer forma, o uso desta rota regenerativa vem se 
destacando por sua alta eficiência em diversas espécies, especialmente 
de bromélias (RECH Filho et al., 2005, 2009; ALVES et al., 2006; DAL 
VESCO e GUERRA, 2010; DAL VESCO, 2010). Em abacaxizeiro 
alguns trabalhos representam experimentos básicos de indução de 
culturas nodulares com posteriores regenerações em sistema de imersão 
permanente, sem explorar a multiplicação com o objetivo direto de 
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produção massal (WAKASA et al., 1978; TENG, 1997; DOLGOV et 
al., 1998; SRIPAORAYA et al., 2003; FIROSABADY e MOY, 2004). 
Outra ferramenta que proporciona aumentar a eficiência da 
produção de mudas in vitro encontra-se associada aos biorreatores de 
imersão temporária. Esta tecnologia possibilita uma maior taxa de 
multiplicação, menor necessidade de mão de obra, utilização de meio de 
cultura líquido e assim, pode reduzir os custos de produção das mudas 
(SILVA et al., 2007; RECH FILHO et al., 2005; FEUSER, 2000; 
STEINMACHER et al., in press). Além disto, segundo Feuser (2000) o 
sistema de imersão temporária resulta em uma menor taxa de variação 
somaclonal quando comparado ao sistema convencional de 
micropropagação. Existem diferentes sistemas de imersão temporária, 
porém todos seguem o mesmo princípio, ou seja, contato das culturas 
vegetais com o meio de cultura por períodos temporários a uma 
freqüência pré-determinada. No presente estudo utilizou-se os sistemas 
de frascos duplos idealizado por Escalona et al. (1999) e o sistema 




Figura 2. Biorreatores de imersão temporária. A- Frasco de erlenmayer em 
sistema de imersão temporária em frascos duplos; B – Mecanismo de 
funcionamento de sistema de imersão temporária por frascos duplos; C – 
Aparatos RITA® em imersão temporária; D – Mecanismo de funcionamento de 
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sistema de imersão temporária por aparatos RITA® (legenda: 1 entrada de ar, 2 
saída de ar; 3 tampa de vedação, 4 câmara de crescimento, 5 base interna, 6 base 
do aparato). Adaptado de Feuser (2000) e Scheidt et al. (2009). 
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7. CAPÍTULO II: CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DA 
COLEÇÃO DE GERMOPLASMA DE ABACAXIZEIRO DA 




A abacaxicultura comercial está baseada em uma estreita base genética 
devido à utilização de poucos grupos genéticos. Isto ameaça a toda 
cadeia de mercado envolvida com a espécie uma vez que torna os 
plantios comerciais com a espécie vulneráveis a pragas, doenças e 
outros problemas. A utilização da maior diversidade genética possível 
dentro dos grupos utilizados comercialmente, aliada à conservação 
genética daqueles genótipos não explorados comercialmente configuram 
em uma estratégia que possibilita a produção, o melhoramento e a 
conservação de recursos genéticos da espécie. Isto se torna possível com 
a formação de bancos de germoplasma, conservando tanto genótipos 
comerciais quanto não comerciais. A UFSC mantém uma coleção de 
genótipos de abacaxizeiro na Fazenda Experimental da Ressacada, com 
o principal objetivo em conservar genótipos de uso potencial para o 
estado de Santa Catarina. Realizou-se no presente estudo uma 
caracterização genética dos genótipos pertencentes à referida coleção. O 
DNA genômico foi extraído, com sucesso, de partes de folhas basais 
(aproximadamente 0,5g) de plantas adultas utilizando-se um protocolo 
de extração simplificado. Para cada genótipo foi extraído em média 
3750 ng de DNA genômico, concentrado em 75  µL de solução estoque. 
A caracterização genética foi realizada por meio de sete iniciadores de 
marcadores microssatélites. Entre os lócus estudados o maior 
polimorfismo encontrado foi de 27,58%, o maior número de alelos foi 4, 
o máximo número efetivo de alelos foi de 1,597 e foi encontrado 3 
alelos raros, sendo que  dois deles em um mesmo lócus. Isto configura 
baixo poder de informação, impossibilitando a análise da distância 
genética e índices de variabilidade genética. 
Palavras chaves: Coleção de germoplasma, Ananas comosus var. 
comosus, extração de DNA, caracterização genética e marcadores 
microssatélites. 
Abreviaturas: DNA – Ácido Desoxiribonucleico; CTAB – Brometo de 
cetiltrimetilamonio; CIA – clorofórmio:álcool isoamílico; dNTP – 
desoxiribonucleotídeos trifosfato. 
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Abstract 
The commercial cultivation of pineapple is based on a narrow genetic 
basis because the use of a few genetic groups. This threatens the entire 
market since the commercial cultivation make this species vulnerable to 
pests, diseases and other problems. The use of the higher genetic 
diversity possible within the commercial groups, combined with the 
genetic conservation of genotypes that are not exploited commercially is 
a strategy that enables the production, improvement and conservation of 
genetic resources of this species. This is possible when associated to the 
establishment of germplasm collections of both, commercial and 
noncommercial genotypes. The UFSC establisment a germplasm 
collection in the Fazenda Experimental da Ressacada, Florianópolis, 
Santa Catarina state, with the main objective to preserve genotypes of 
potential use for the state of Santa Catarina. This study aimed at the 
genetic characterization of genotypes belonging to that collection. 
Genomic DNA was extracted successfully in parts of basal leaves 
(approximately 0.5 g) of adult plants using a simplified extraction 
protocol. For each genotype an average of 3750 ng DNA was extracted, 
concentraded in 75 µL of stock solution. Genetic characterization was 
performed using seven microsatellite markers. The highest 
polymorphism was 27.58%, and 4 different alleles were found, the 
maximum effective number of alleles was 1.597 and it was found three 
rare alleles, two of them in the same locus. The low informative capacity 
of the microsatellite markers used did not allow the analysis of genetic 
distance and levels of genetic variability in the studied pineapple 
population. 
Keywords: Germplasm collection, Ananas comosus var. comosus, 
DNA extraction, genetic characterization and microsatellite markers. 
Abbreviations: DNA –Deoxyribonucleic acid; CTAB – Cetyl trimethyl 




O Brasil apresenta o maior centro de diversidade mundial do 
abacaxizeiro (A. comosus var. comosus), que teve o início de sua 
domesticação no Escudo das Guianas, seguida de dispersão pela 
América (PATIÑO, 2002; COPPENS D’EECKENBRUGGE e 
DUVAL, 2009). Hoje, o abacaxi é uma das frutas tropicais mais 
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consumidas mundialmente, sendo que a abacaxicultura mundial está 
baseada nos grupos: Cayenne, Queen, Pérola, Perolera, Singapore 
Spanish e Española Roja, enquanto outros grupos apresentam 
importância isolada em regiões específicas. Smooth Cayenne representa 
mais de 70% de toda produção mundial, e, com exceção do Brasil, que 
cultiva em mais de 80% variedades do grupo Pérola, os outros principais 
países produtores quando não cultivam Smooth Cayenne, cultivam, em 
geral, variedades dos grupos Queen, Sinagapore Spanish ou Española 
Roja (COPPENS D’EECKENBRUGGE et al., 1997; ROHRBACH et 
al., 2003; MATOS e REINHARDT, 2009; REINHARDT e 
RODRIGUES, 2009). 
Considerando a hegemonia da variedade Smooth Cayenne na 
produção comercial mundial, pode-se sugerir que a cadeia produtiva 
envolvida nessa atividade esteja vulnerável a problemas como 
pandemias, baixa adaptação a mudanças ambientais, entre outros, que 
este grupo possa desenvolver. O Brasil, mesmo com grande diversidade 
genética da espécie, também está sujeito a problemas similares, já que 
mais de 80% da produção nacional está baseada no grupo Pérola. Porém 
é possível minimizar os problemas da utilização de poucos grupos, 
explorando a máxima diversidade possível desses. Segundo Gottardi et 
al. (2001) a variedade Smooth Cayenne é composta por uma série de 
clones, porém uma maior variabilidade genética é encontrada na 
variedade Pérola. Conhecer a variabilidade genética dentro desses 
grupos possibilita desenvolver estratégias de seleção, produção e 
melhoramento aliada a manutenção da diversidade existente. Não menos 
importante é a conservação genética da espécie em geral, por meio dos 
diversos grupos e acessos existentes, conhecendo a variabilidade 
genética dentro dos grupos e a distância genética entre eles. 
Estudos prévios utilizando os marcadores moleculares 
(principalmente AFLP, RAPD e isoenzimas) mostram a eficiência da 
genética molecular em detectar variação genética entre indivíduos de 
abacaxizeiro (RUAS et al., 1995; PEREIRA e KERR, 2001; 
GOTTARDI et al., 2001; TAPIA et al., 2005). Nesse aspecto, 
marcadores microssatélites para a espécie, estabelecidos por Kinsual e 
Kumar (2007), podem constituir uma opção mais robusta para a 
investigação da diversidade genética na espécie. Isto porque marcadores 
microssatélites apresentam características ideais como: codominância, 
natureza neutra do fragmento, capacidade de apresentar alto 
polimorfismo, especificidade e facilidade de detecção via PCR. Além 
disso, após a obtenção de microssatélites polimórficos, os custos da 
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utilização desses marcadores reduzem-se drasticamente (BUSO et al., 
2003). Estas características os tornam mais informativos que os outros 
marcadores citados. 
Nesse capítulo objetivou-se estudar a variabilidade genética da 
coleção de germoplasma de abacaxizeiro da Universidade Federal de 
Santa Catarina por meio de marcadores microssatélites.  
 
7.2. Material e métodos 
7.2.1. Material vegetal 
Amostras dos genótipos representados na coleção de 
germoplasma de abacaxizeiro do CCA/UFSC (Tabela 1) foram 
coletadas a campo e armazenadas no LFDGV em freezer a -80 °C. Para 
o processo de extração de DNA utilizou-se partes de folhas basais de 
plantas adultas dos abacaxizeiros.  
 
Tabela 1. Acessos de abacaxizeiro presentes na coleção de germoplasma do 
CCA/UFSC, localizado na Fazenda da Ressacada, Florianópolis, Santa 
Catarina, que foram utilizados para caracterização por marcadores 
microsatélites.  
Nome Fonte Grupo 
7nvza Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
ab1 Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
ab2 Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Acr Acre (EPAGRI)  
Amarelo Santa Catarina (UFSC)  
Armazen Santa Catarina(EPAGRI) Pérola 
Bel Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Camb Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Cej Santa Catarina (EPAGRI)  
Cx Santa Catarina (UFSC)  
Del Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
f1 Desconhecido Pérola 
f2 Desconhecida Pérola 
Gua Santa Catarina (UFSC)  
Jag Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Jsg Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Lag Santa Catarina (UFSC) Pérola 
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Nv Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Pl Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Pne Nordeste Pérola 
pr> Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Pr Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Sjs Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Smt1 Desconhecido Cayenne 
Smt2 Desconhecido Cayenne 
Ta Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
Tb Santa Catarina(EPAGRI) Pérola 
Tu Santa Catarina (UFSC) Pérola 
Uruss Santa Catarina (EPAGRI) Pérola 
  
7.2.2. Extração de DNA 
Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo adaptado de 
Stefenon et al. (2004), utilizando aproximadamente 0,5 g de tecido foliar 
de plantas adultas. Após a maceração acrescentou-se ao material 2 mL, 
por amostra, de solução de extração CTAB 2% (2% cetiltrimetilamonio; 
0,7 M NaCl; 50 mM Tris-HCl; 10 mM EDTA; pH 8.0 e 1% 2-
mercaptoetanol), encubando-as a 60°C por um período entre 40 min a 
1h e 20 min, com agitações freqüentes, e logo após esse período 
adicionou-se 0,6 mL cloroformio:álcool isoamilico (CIA) (24:1), 
seguido de centrifugação a 13000 rotações por minuto (rpm) durante 10 
minutos. Após o primeiro processo de centrifugação, coletou-se o 
sobrenadante e adicionou-se cerca de 1/10 do seu volume com CTAB 
10%. Após homogeneizar a mistura, acrescentou-se 0,6 mL de CIA 
(24:1), invertendo-se a solução por 3 minutos, seguida centrifugação a 
13000 rpm durante 10 minutos. Após a segunda centrifugação retirou-se 
o sobrenadante, transferindo-o para um tubo de 1,5 mL. Para a 
precipitação do DNA adicionou-se 2/3 equivalente ao volume da 
amostra, de isopropanol a -20 ºC. As amostras foram armazenadas a -20 
ºC, por no mínimo 1h em freezer. Após esse período elas foram 
centrifugadas a 7000 rpm durante 10 minutos. Feita a centrifugação, 
descartou-se o sobrenadante, e acrescentou-se 1 mL de etanol absoluto 
ao precipitado, acondicionando o material em freezer a -20ºC por no 
mínimo 10 min, e centrifugando em seguida a 8000 rpm  por 10 min. 
Em seguida descartou-se novamente o sobrenadante e deixou-se o 
precipitado secar em câmara de fluxo laminar. Após seco o precipitado, 
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adicionou-se 75 µL de TrisEDTA+RNAse (Tris-Cl 10 mM, pH 8,0; 
EDTA 1 mM; 10 µg/mL de RNAse), encubando as amostras a 37ºC 
durante uma hora, e posteriormente armazenando-as em freezer a -20ºC 
até o uso. A quantificação de DNA foi realizada através de gel de 
agarose 0,8% em Tris base 0,1 M, Ácido bórico anidro 0,09 M, 
Na2EDTA2H2O 1 mM (TBE 1 X), comparando as amostras com 
padrões de peso lambda (λ) de 10, 50 e 100 pares de bases (pb).  
 
7.2.3. Genotipagem 
A solução de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), foi 
composta de 3µL de solução de trabalho de DNA (10 ng/µL), 1 µL (3 
µM/µL) de cada iniciador (direto e reverso), 0,2 µL de Taq polimerase 
Fermentas® (5 U/µL), 0,6 µL de MgCl (25 µM), 0,8 µL de dNTP (10 
mM), 1 µL de Tampão de Cloreto de Potássio (10 X), e 2,4 µL de H20, 
constituindo 10 µL. Os iniciadores utilizados foram selecionados do 
grupo de iniciadores estabelecidos por Kinsual e Kumar (2007), 
buscando de preferência aqueles mais polimórficos, porém no início dos 
trabalhos escolheu-se aleatoriamente (Tabela 2). 
As soluções de PCR foram realizadas em Termociclador 
(Eppendorf Mastercycler gradient) utilizando a seguinte metodologia: 
94 °C de desnaturação por 5’, 33 ciclos de 94°C durante 30’’, 
temperatura de anelamento (Tm, Tabela 10) durante 30’’ e 72 °C por 
mais 30’’, seguida de extensão final a 72°C durante 5’.  
Utilizou-se a técnica da eletroforese para separar os fragmentos 
amplificados sob condições desnaturantes em gel de poliacrilamida a 
6%, seguindo o protocolo de Creste et al. (2001). Aos fragmentos 
amplificados adicionou-se 3 µL de tampão desnaturante, constituído de 
solução de 95% de Formamida, 10 mM de NaOH, 12,5% de sacarose, 
0,05% de xileno cianol e 0,05% de azul de bromofenol. O tamanho dos 
fragmentos foi determinado por comparação ao marcador de 10 pb 
(InvitrogenTM), que variava de 10 pb à 320 pb. 
 
Tabela 2. Marcadores microssatélites utilizados para caracterizar 
geneticamente os genótipos da coleção de germoplasma de abacaxizeiro do 
CCA/UFSC. Para cada locus apresenta-se o nome (locus), o motif repetido 
(microssatélite), os iniciadores direto (F) e reverso (R) (iniciadores), a 
temperatura de anelamento (Tm °C), o número de alelos (nº de alelos), a 
heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He), e o número de acesso 
ao banco de genes (nº de acesso ao banco de genes).  
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Adaptado de Kinsual e Kumar (2007). 
 
7.3. Resultados 
7.3.1. Extração de DNA 
Obteve-se em média 3750 ng de DNA a partir de 0,5 g de tecido 
fresco. Este DNA foi diluído para uma concentração de 50 ng µL-1 
(Figura 3).   
 
Figura 3. Gel de agarose (0,8%) utilizado para quantificação do DNA do 
abacaxizeiro; Três primeiras bandas (da esquerda para a direita): lambda de 10, 




Foi possível amplificar sete dos 19 iniciadores de microssatélites 
por meio dos acessos estudados. Dos sete iniciadores amplificados, três 
(ACPCT138A, ACPCT136B e ACPCT 124B) foram monomórficos e 
quatro apresentaram polimorfismo (ACUMS228C, ACPCT651B, 
ACLR776B e ACLR179C). Considerando apenas os iniciadores 
polimórficos, o número médio de alelos por lócus foi de 2,25. Este 
número aliado ao pequeno número de lócus polimórficos fez com que 
não fosse possível realizar um estudo confiável de diversidade genética. 
Por isto, o presente estudo explora apenas as freqüências alélicas, 
porcentagem de lócus polimórficos (freqüência > 0,05), número efetivo 
de alelos e número de alelos raros, (freqüência < 0,05) (Tabela 3). Nesse 
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sentido, como valor máximo de polimorfismo entre os lócus encontrou-
se 27,58%, porcentagem observada em 3 locus, sendo que as outras 
porcentagens de polimorfismo foram de 10,34, 3,44 e dois lócus 
totalmente monomórficos. Quanto ao número de alelos por lócus, 
observou-se 1 lócus com 4 alelos, 2 locus com 3 alelos, 3 locus com 2 
alelos e 1 lócus com apenas 1 alelo. Entretanto o número efetivo de 
alelos não chegou a 2, variando de 1 a 1,597. Por outro lado, foram 
detectados 3 alelos raros: 2 no lócus ACLR776B e um no lócus 
ACPCT136B. 
 
Tabela 3. Caracterização genética da coleção de germoplasma de 
abacaxizeiro do CCA/UFSC (01, 02, 03 e 04 representam os “alelos” 
observados”) por meio de sete locus microssatélites. Apresenta-se 
porcentagem de lócus polimórficos (P%), freqüência alélica (Freq.) e 

















7nvza * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
ab1 * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
ab2 * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Acr *** 0202 0404 0202 0102 0101 0202 0102 
Amarelo 0102 0404 0102 0102 0101 0102 0103 
Armazen 
* 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Bel * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Camb * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Cej 0102 0203 0102 0102 0101 0202 0102 
Cx 0102 0103 0102 0102 0101 0202 0102 
Del * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
f1 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
f2 0203 0304 0102 0102 0101 0202 0102 
Gua 0102 0103 0102 0102 0101 0202 0102 
Jag * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Jsg * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Lag * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Nv * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Pl * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Pne * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
pr> * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Pr * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
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Sjs * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Smt1 ** 0102 0303 0202 0102 0101 0202 0102 
Smt2 ** 0102 0303 0202 0102 0101 0202 0102 
Ta * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Tb * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
Tu  0102 0203 0102 0102 0101 0202 0102 
Uruss * 0203 0304 0102 0102 0101 0102 0102 
        
P(%) 27,58 27,58 10,34 0 0 27,58 3,44 
        
Freq.:        
01 0,121 0,034 0,448 0,5 1 0,362 0,5 
02 0,517 0,034 0,552 0,5 - 0,638 0,483 
03 0,362 0,5 - - - - 0,017 
04 - 0,431 - - - - - 
        
Nº de 
alelos 3 4 2 2 1 2 3 
        
Nº 
efetivo 
de alelos 1,597 1,572 1,503 1,509 1 1,47 1,526 
        
Nº de 
alelos 
raros 0 2 0 0 0 0 1 
  * Grupo Pérola 
  ** Grupo Smoth Cayenne 
  *** Grupo oeste amazônico (sem espinho) 
 
7.4. Discussão 
O protocolo adaptado de Stefenon et al. (2004) foi eficiente para 
a obtenção de DNA de abacaxizeiro em quantidade e qualidade 
suficiente para as análises do presente estudo. Ele possibilitou a extração 
do DNA de uma maneira simplificada quando se compara aos métodos 
realizados por Ruas et al. (1995); Gottardi et al. (2001); Pereira e Kerr 
(2001) e Tapia et al. (2005). 
Comparando-se os resultados obtidos no presente estudo com os 
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apresentados por Kinsual e Kumar (2007) encontrou-se menor número 
médio de alelos e menor polimorfismo. Esses resultados, aliados à um 
baixo número efetivo de alelos rejeitam a hipótese de que haveria maior 
diversidade genética no grupo de plantas conservadas no CCA/UFSC 
em relação ao grupo de plantas utilizado para caracterizar os 
marcadores, oriundo da Malásia. Resultados esperados devido o Brasil 
apresentar a maior diversidade da espécie. Ou seja, enquanto os cultivos 
presentes na Malásia, segundo Chan et al. (2003) são basicamente dois, 
Singapore Spanish e um híbrido entre este e Smooth Cayenne, na 
coleção de germoplasma de abacaxizeiro do CCA/UFSC os genótipos 
são de diferentes grupos, na sua maioria do grupo Pérola. Com base 
nestes resultados, sugere-se que ou os iniciadores estudados tem 
limitado poder de polimorfismo ou a espécie possui um elevado grau de 
domesticação que tenha conduzido a uma baixa diversidade genética, ou 
grande parte dos acessos estudados tem origem recente de uma mesma 
planta mãe.  
Porém, a alta diversidade encontrada entre genótipos de 
abacaxizeiro utilizando isoenzimas, RAPD e AFLP, mesmo se tratando 
de marcadores de diferente natureza, enfraquecem a hipótese de que a 
baixa diversidade encontrada seja conseqüência de uma baixa 
diversidade genética natural da espécie (RUAS et al., 1995; 
GOTTARDI et al., 2001; PEREIRA e KERR, 2001; TAPIA et al., 
2005). 
Segundo Pereira e Kerr (2001) não há correlação entre a variação 
fenotípica e molecular, entretanto, no presente estudo há uma tendência 
dos genótipos do grupo pérola apresentarem padrões iguais de 
genotipagem assim como Smooth Cayenne. Isto pode sugerir que os 
mesmos podem ser genótipos oriundos de uma mesma planta mãe, ou 
que os marcadores moleculares estão ligados a pelo menos um gene 
transcrito. O fato de que, segundo Gottardi et al. (2001), as lavouras de 
abacaxizeiro são formadas por uma mistura de clones, aliado a tendência 
de que plantas tropicais em condições subtropicais apresentem maiores 
taxas de mutação, reforçam a hipótese de que os marcadores estejam 
ligados a um gene, já que implica que exista não só diversidade entre 
lavouras, mas também dentro de cada lavoura, dificultando que 
diferentes cultivos tenham indivíduos com mesma informação genética 
devido a uma ancestralidade recente comum, o que os resultados obtidos 
poderiam sugerir. Se a hipótese de que os marcadores utilizados estejam 
ligados a genes for confirmada, não seria recomendada a utilização 
desses iniciadores para estudos de diversidade genética, tampouco 
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poderiam ser considerados marcadores microssatélites, porém os 
mesmos poderiam ser empregados para finalidade de melhoramento 
assistido. Porém, é necessário que haja a caracterização da espécie com 
estes iniciadores utilizando um grupo maior de indivíduos, com maior 
diversidade aparente, para que se tenham conclusões inequívocas sobre 
o poder de informação desses lócus. 
 
7.5. Conclusões 
No presente estudo foi possível adaptar uma metodologia de 
extração de DNA de abacaxizeiro eficiente para a realização de estudos 
com marcadores microssatélites. Por outro lado, os marcadores 
microssatélites utilizados para a caracterização molecular apresentaram 
baixo polimorfismo, o que impediu estudos de diversidade genética 
entre os indivíduos. 
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9. CAPÍTULO III: ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO 
DE MICROPROPAGAÇÃO DE ALTA PERFORMANCE PARA 
ABACAXIZEIRO, BASEADO NA INDUÇÃO E 
DESENVOLVIMENTO DE CULTURAS NODULARES COM O 
USO DE BIORREATORES DE IMERSÃO TEMPORÁRIA 
 
Resumo 
Um dos principais gargalos para a agricultura mundial se relaciona com 
a qualidade das mudas empregadas, o que pode ser sanado com 
utilização de propágulos de alta qualidade fitossanitária e genética. A 
cultura in vitro possibilita a produção massal de plântulas isentas de 
pragas e doenças. Protocolos de organogênese convencional vêm 
produzindo mudas de abacaxizeiro com as qualidades citadas, porém 
com preços impraticáveis à agricultura, sendo cerca de 5 a 10 vezes 
superiores as mudas produzidas naturalmente por reprodução assexuada. 
Nesse sentido estabeleceu-se um protocolo de micropropagação in vitro 
de abacaxizeiro baseado em culturas nodulares e em biorreatores de 
imersão temporária, alcançando alta eficiência regenerativa. O protocolo 
foi dividido em indução e multiplicação de culturas nodulares, 
regeneração de microbrotos, crescimento à brotos e aclimatização. Os 
explantes utilizados foram bases foliares retiradas de brotos 
desenvolvidos in vitro. A melhor combinação de fitorreguladores para a 
indução de culturas nodulares foi 2 µM de ANA e 8 µM de 2-iP. Para a 
multiplicação de culturas nodulares, mantendo uma cultura cíclica, a 
combinação que gerou os melhores resultados foi a de 2 µM de ANA e 
2 µM de BAP em sistema de imersão temporária por meio de frascos 
duplos. Esta mesma combinação de fitorreguladores mostrou-se 
eficiente para a regeneração de microbrotos, porém, utilizando-se 
sistema de imersão temporária em frascos RITA®. Posteriormente, em 
sistema de imersão permanente em meio líquido, o crescimento de 
microbrotos foi mais adequado em meio de cultura contendo 10 µM de 
AG3. Brotos com mais de 2 cm foram aclimatizadas com sucesso em 
substrato composto por mistura (1:1) de casca de arroz carbonizada e 
Plantmax® HT, com uma porcentagem de sobrevivência superior a 92%. 
Palavras chaves: Micropropagação, culturas nodulares, Ananas 
comosus var. comosus, alta eficiência regenerativa. 
Abreviaturas: 2-iP -  N6 (isopentenil) adenina; ANA – Ácido α-
naftaleno acético, BAP – 6 – Benzil aminopurina; AG3 - Ácido 
giberélico.   
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Abstract 
One of the major bottlenecks in world agriculture is related to the use of 
high quality phytosanitary plant propagules with desired genetic 
qualities. In vitro tissue culture is one technique that allows mass 
production of plantlets with these characteristics. However, traditional 
protocols for in vitro regeneration produced high-quality pineapple 
plantlets, but with prohibitive prices (i.e 5 to 10 times higher than  plants  
naturally produced by asexual reproduction). In this sense, in the present 
study a protocol for pineapple in vitro micropropagation was established 
based on nodules cluster cultures associated with temporary immersion 
bioreactors, in order to establishmet an efficient regenerative protocol. 
The protocol was divided into induction and multiplication of nodules 
clusters, microshoot regenerations, growth of shoots and plantlet 
acclimatization. The combination 2 µM NAA and 8 µM 2-iP  was 
superior for the induction of nodule clusters through leaf bases removed 
from shoots derived of developed in vitro. For multiplication of nodule 
clusters, maintaining a cyclic culture, the best combination was 2 µM 
NAA plus 2 µM BAP in a dual flasks temporary immersion system. The 
same combination of growth regulators but with a RITA® temporary 
immersion system was efficient for the regeneration of microshoots. For 
elongation of the microshoots the use of 10 µM GA3 in permanent 
immersion system in liquid medium showed the best results. Plantlets 
taller than 2 cm had a survival rate of 92% when acclimatized in a 
substrate composed of a mixture (1:1) of carbonized rice straw and plant 
max HT® in a greenhouse.  
Keywords: Micropropagation, nodule clusters, Ananas comosus var. 
comosus, high regenerative efficiency. 
Abreviations: 2-iP -  N6 (isopentyl) adenine; ANA – α - 
Naphthaleneacetic; BAP – 6 – Benzylaminopurine; AG3 – Gibberellic 
acid. 
 
9.1. Introdução  
O abacaxizeiro (A. comosus var. comosus) é uma bromeliácea 
domesticada no norte da América do Sul, pertencente à família 
Bromeliaceae e que apresenta grande importância social e econômica 
para o Brasil (COPPENS D’EECKENBRUGGE e DUVAL, 2009). 
Um dos principais gargalos para a agricultura mundial é a 
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qualidade dos propágulos empregados. Esta qualidade é definida em 
termos de atributos genéticos e sanitários. Biotecnologias apropriadas 
configuram-se como ferramentas valiosas para a consecução desses 
atributos. É comum no plantio convencional do abacaxizeiro ser 
empregadas mudas infestadas de pragas e/ou doenças. Porém, com o 
auxílio de ferramentas biotecnológicas é possível produzir elevado 
número de mudas de abacaxizeiro de alto valor genético e fitossanitário 
em um pequeno espaço de tempo (PASQUAL et al., 1998; TEIXEIRA 
et al., 2001). Entretanto, o custo da muda não a torna competitiva 
perante a convencional (BE e DEBERGH, 2006). Segundo Teixeira et 
al. (2001) o custo da muda de abacaxizeiro micropropagada in vitro é 
cerca de 5 a 10 vezes superior a muda convencional. Isto faz com que as 
biofábricas produzam, em geral, mudas de abacaxizeiro para suprir 
apenas lavouras matrizes, e não o plantio comercial. Entretanto, um 
novo sistema de multiplicação in vitro, baseado na micropropagação de 
culturas nodulares e a associação deste com sistemas de imersão 
temporária pode ser mais eficiente economicamente que o sistema de 
organogênese convencional, podendo inclusive competir com as mudas 
produzidas naturalmente a partir da planta.  
Culturas nodulares são aglomerados globulares meristemáticos de 
coloração verde clara e textura friável ou levemente compacta, que se 
assemelham a culturas embriogenéticas, mas que se apresentam 
basicamente compostas por aglomerados meristemáticos (GUERRA e 
DAL VESCO, 2010; DAL VESCO e GUERRA, 2010). O Laboratório 
de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética vegetal (LFDGV) do 
CCA/UFSC vem se destacando no desenvolvimento dessa nova 
ferramenta biotecnológica para diversas espécies (RECH FILHO et al., 
2005, 2009; ALVES et al., 2006, GUERRA e DAL VESCO, 2010; 
DAL VESCO e GUERRA, 2010; DAL VESCO, 2010). Em 
abacaxizeiro, existem alguns trabalhos com culturas nodulares, em geral 
definidas de forma diferente, e que representam experimentos básicos de 
indução de culturas nodulares a partir de bases foliares de brotos 
oriundos de cultivo in vitro, com posteriores regenerações (WAKASA, 
1978; TENG, 1997; DOLGOV et al., 1998; SRIPAORAYA et al., 2003; 
FIROSABADY e MOY, 2004). 
Existem diferentes sistemas de imersão temporária, porém todos 
seguem o mesmo princípio, relacionado ao contato das culturas vegetais 
com o meio de cultura por períodos temporários a uma freqüência pré-
determinada. Biorreatores de imersão temporária possibilitam uma 
maior taxa de multiplicação, menor necessidade de mão de obra, 
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utilização de meio de cultura líquido e assim, pode reduzir os custos de 
produção das mudas (SILVA et al., 2007; RECH FILHO et al., 2005; 
FEUSER, 2000; STEINMACHER et al., in press). 
O presente trabalho objetivou estabelecer um protocolo de 
micropropagação de abacaxizeiro baseado na indução e regeneração de 
culturas nodulares, associado ao emprego de biorreatores de imersão 
temporária. 
 
9.2. Material e métodos 
Os experimentos, exceto o de aclimatização, foram conduzidos 
no Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética vegetal 
(LFDGV) do CCA/UFSC em sala de crescimento com 24 ± 2°C e 16h 
de luz de intensidade de 40-50 µmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas 
fluorescentes frias de luz branca Sylvania®. Utilizando como meio de 
cultura básico (MSB) sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), 
suplementado com 3% de sacarose e vitamina de Morel (MOREL e 
WETMORE, 1951), autoclavado por 15 minutos à 1,1atm e 121°C. 
Os dados foram avaliados por tabela de contingência, quando 
eram bivariados; e por Análise de Variância (ANOVA) e separação de 
médias pelo método Student-Newman-Keuls (SNK), quando contínuos, 
ambos com 95% de confiabilidade (SOKAL e ROLF 1969). 
 
9.2.1. Efeito de diferente fitorreguladores na indução de culturas 
nodulares 
Utilizou-se como fonte de explantes segmentos de folha contendo 
a base foliar de A. comosus var. comosus (acesso “Gua”, Tabela 1) 
extraídas de brotos jovens cultivados in vitro com aproximadamente 
2cm de altura. Estes brotos eram cultivados empregando-se o protocolo 
descrito por Guerra et al. (1999), e a partir deles foram retiradas de 2 a 4 
folhas por broto, compreendidas entre a 3ª e 7ª folha, as quais foram 
cortadas longitudinalmente, formando segmentos de aproximadamente 1 
cm de comprimento contendo a base foliar. Estes explantes foram então 
inoculados em tubos de ensaio (22 x 150 mm) contendo 10 mL de meio 
de cultura (MSB) geleificado com 7,2 g/L de agar e com pH aferido para 
5,8, contendo como tratamentos diferentes combinações de 
concentrações de ácido α-naftaleno acético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP). As concentrações de ANA foram 0 e 2µM, e 
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as concentrações de BAP foram 0, 4, 8, 12 e 16 µM, sendo que todas as 
combinações entre os dois fitorreguladores foram avaliadas. Um 
segundo experimento avaliou diferentes concentrações de N6 (2-
isopentil) adenina (2-iP) ( 0, 4, 8, 12 e 16µM) na presença de 2 µM de 
ANA, além da testemunha, constituída por meio de cultura isento de 
fitorreguladores. Em ambos os experimentos, as culturas permaneceram 
na ausência de luz na primeira semana após a inoculação, sendo 
posteriormente transferidas às condições luminosas da sala de 
crescimento.   
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 
completamente casualizados em ambos estudos. No primeiro 
experimento houve cinco repetições, sendo que uma unidade 
experimental foi constituída por 10 tubos de ensaio, e em cada tubo de 
ensaio foram inoculados dois explantes. No segundo experimento, 
foram 4 repetições, sendo que uma unidade experimental foi constituída 
por 5 tubos de ensaio, e em cada tubo de ensaio foram inoculados dois 
explantes. Em ambos os experimentos, os dados foram avaliados após 4 
semanas de desenvolvimento in vitro por meio de tabela de 
contingência, considerando como fator positivo a indução de culturas 
nodulares e como fator negativo a não indução de culturas nodulares. 
9.2.2. Multiplicação de culturas nodulares em biorreatores de imersão 
temporária 
Em um primeiro estudo foi realizado a avaliação da capacidade 
de multiplicação das culturas nodulares em sistema de imersão 
temporária, 3 minutos de imersão a cada 3 horas, em resposta a 
diferentes tipos e combinações de fitorreguladores. Utilizou-se o sistema 
de imersão temporária com frascos duplos (Erlenmeyers de 2L, 
conforme Figura 2), inoculando-se 8 g de culturas nodulares em um dos 
erlenmeyers enquanto o outro continha 300 mL de meio de cultura. O 
meio basal foi MSB com pH ajustado para 5,8, e os tratamentos foram: 
testemunha (meio basal sem fitorreguladores); e meio basal adicionado 
de: 2µM de ANA; 2µM de BAP; 2µM de ANA mais 2µM de BAP; e 
4µM de ANA mais 2µM de BAP. As fontes de explantes foram culturas 
nodulares coletadas de frascos de micropropagação convencional 
(protocolo de Guerra et al. (1999)), nos quais houve a formação de 
culturas nodulares. O período de imersão das culturas vegetais foi de 3 
minutos, com intervalos de 3h entre cada imersão. As variáveis 
analisadas foram a taxa de multiplicação ((peso final - peso inicial)/ 
  60 
peso inicial), e o aspecto das culturas vegetais, obtidos apos 4 semanas 
de cultivo. Por não ter repetições o estudo constitui-se de um ensaio. 
Um segundo experimento foi instalado avaliando-se as 
performances de 3 sistemas de cultivo: sistema de imersão temporária 
em frascos duplos (SIT-FD), sistema de imersão temporária RITA® 
(SIT-RITA) e sistema de imersão permanente (SIP). Os períodos de 
imersão e intervalo nos sistemas de imersão temporária seguiram o 
mesmo padrão do estudo anterior, e padronizou-se a relação de 60 mL 
de meio de cultura para cada 1g de culturas nodulares, tendo como meio 
de cultura MSB suplementado com 2 µM de ANA e 2 µM de BAP, e pH 
ajustado para 5,8. Com isto, no SIT-FD cada par de erlenmeyers recebeu 
300 mL de meio e 5g de culturas nodulares; no SIT-RITA o aparato 
recebeu 200 mL de meio de cultura e 3,33g de culturas nodulares; e no 
SIP utilizou-se 20 mL de meio de cultura e 0,33g de culturas nodulares 
para cada frasco de cultivo (capacidade de 340 mL, altura 121,7 mm, 
diâmetro do corpo de 69 mm). As culturas nodulares utilizadas como 
explante foram coletadas de biorretores de imersão temporária em 
frascos duplos que constituíram o ensaio anterior. 
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 
completamente casualizados, com 4 repetições. No SIT-FD uma 
unidade experimental constituiu-se de um par de erlenmeyers, no SIT-
RITA constituiu-se de um aparato de imersão temporária e no SIP de 5 
frascos de cultivo. As variáveis analisadas foram taxa de multiplicação 
((peso final - peso inicial)/ peso inicial), e o número de brotos 
individualizados. Os dados foram coletados após 4 semanas de cultivo e 
submetidos ao teste Fmax para verificar a homogeneidade dentro de cada 
tratamento, seguindo ANOVA e teste de separação de médias SNK 
(95%). Além disto, também foram realizadas observações morfológicas 
das culturas obtidas. 
9.2.3. Alongamento de microbrotos 
Neste experimento foi utilizado como explante 1 g de 
microbrotos obtidos no experimento anterior (oriundos do SIT-RITA), e 
cultivados em frascos de cultivo contendo 25 mL de meio de cultura. O 
meio de cultura basal foi MSB, com pH ajustado à 5,5. Os tratamentos 
avaliados foram controle ( meio basal sem fitorregulador) e meio basal  
suplementado com 5, 10, 15 e 20 µM de ácido giberélico (AG3), que 
foram adicionados ao meio antes da autoclavagem. A variável estudada 
foi o número de brotos acima de 4 cm por frasco após 8 semanas de 
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cultivo, altura pré definida com base em ensaios e experimentos 
anteriores.  
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 
completamente casualizados, com 4 repetições,  sendo que uma unidade 
experimental constituiu-se de 3 frascos. O teste Fmax foi realizado para 
verificar a homogeneidade dentro de cada tratamento, seguindo 
ANOVA e teste de separação de médias SNK (95%). 
9.2.4. Aclimatização 
Diferentes classes de altura de brotos foram testadas para avaliar 
a capacidade de aclimatização. Utilizou-se como explante brotos obtidos 
do experimento anterior sendo que os tratamentos foram diferentes 
classes de altura: 0,1-1 cm, 1,1-2 cm, 2,1-3 cm, 3,1-4 cm, 4,1-5 cm, 5,1-
6 cm e maiores que 6,1 cm, totalizando 6 tratamentos. Para o processo 
de aclimatização utilizou-se o substrato Plantmax® HT e bandejas de 
200 células (0,012074 m3 por célula), sendo que após 4 semanas de 
desenvolvimento na bandeja foi feita a avaliação de sobrevivência de 
brotos. 
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 
completamente casualizados, totalizando 10 indivíduos para cada 
tratamento em cada bloco, totalizando 40 indivíduos por tratamento. Os 
dados foram avaliados por meio de tabela de contingência, considerando 
a sobrevivência de brotos como fator positivo, e a morte de brotos como 
fator negativo. 
Um segundo experimento foi conduzido e os tratamentos testados 
foram diferentes classes de altura de brotos, 2,1-3 cm, 3,1-4 cm, 4,1-5 
cm, 5,1-6 cm, totalizando 4 tratamentos. Os brotos foram desenvolvidos 
no mesmo meio de cultura que o experimento anterior. Utilizou-se como 
substrato uma mistura (1:1) de Plantmax® HT e casca de arroz 
carbonizada, em bandejas de 128 células (0,014354 m3 por célula). Após 
4 semanas foi feita a avaliação de sobrevivência de brotos. 
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 
completamente casualizados, totalizando 25 indivíduos para cada 
tratamento em cada bloco, totalizando 100 indivíduos por tratamento no 
experimento e ao todo 400 unidades no experimento. Avaliaram-se os 
dados por meio de tabela de contingência, considerando a sobrevivência 
de brotos como fator positivo, e a morte de brotos como fator negativo. 
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9.3. Resultados 
9.3.1. Indução de culturas nodulares 
Observou-se que a taxa de indução de culturas nodulares esteve 
relacionada à combinação de fitorreguladores presente no meio de 
cultura, havendo diferença estatística entre os tratamentos utilizados 
(Tabelas 4 e 5).  
 
Tabela 4. Taxa de indução de culturas nodulares a partir de bases foliares de 
abacaxizeiro em resposta à combinação e concentração dos fitorreguladores 
ANA e BAP após 4 semanas de desenvolvimento in vitro. 
ANA (µM)  
BAP (µM) 0 2 
Média 
 
0 7,14% B  0% C 2,2 E 
4 21,4% B      21,7% B 21,5 D 
8 22,2% B      65,1% A 60 A 
12 23,1% B     35,7% B 31,7 B 
16 14,2% B    35,5% B 28,8 C 
Média 17,6% b   38,3% a  
Médias seguidas de letras diferentes, maiúscula na coluna, minúscula na linha e 
maiúscula em negrito na interação entre fatores, apresentam diferenças 
significativas, segundo tabela de contingência (95% de confiabilidade). 
 
Tabela 5. Taxa de indução de culturas nodulares a partir de bases foliares de 
abacaxizeiro em resposta à combinação e concentração dos fitorreguladores 
ANA e 2-iP após 4 semanas de desenvolvimento in vitro. 
ANA (µM)  
2-iP (µM) 2 
0 0% B 
4 55,0% A 
8 65,0% A 
12 50,0% A 
16 52,5% A 
Testemunha MS isento de ANA e 
2-iP 
0% B 
Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas, 
segundo tabela de contingência (95% de confiabilidade). 
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No primeiro experimento, a combinação de 2 µM de ANA e 8 
µM de BAP resultou nas maiores taxas de indução, onde 65,1% dos 
explantes apresentaram a formação de culturas nodulares. Culturas 
nodulares foram induzidas em todos os demais tratamentos, com 
exceção do tratamento com 2 µM de ANA e ausência de BAP. Com a 
utilização isolada de 2 µM de ANA ou em combinação com baixas 
concentrações de BAP, foi observado o desenvolvimento de raízes. 
No segundo estudo, padrões similares de respostas foram 
observados, onde a ausência de fitorreguladores não induziu nenhuma 
resposta morfogenética, enquanto no tratamento apenas com 2 µM de 
ANA novamente ocorreu a indução de raízes. Nos demais tratamentos 
houve a indução de culturas nodulares, não havendo diferença estatística 
entre os tratamentos. Porém, o tratamento contendo 2 µM de ANA e 8 
µM de 2iP apresentou a maior porcentagem de indução, 65%, similar 
aos resultados observados no experimento anterior. Desta forma, a 
presença de citocinina e auxina influenciou o desenvolvimento de 
culturas nodulares (Figura 4), que pôde ser observado a partir da 
segunda semana, na base dos explantes. Observou-se que após 4 
semanas as culturas nodulares induzidas evoluíram para microbrotos em 
maior freqüência nos tratamentos que continham BAP como fonte de 
citocinina (dados não mostrados). 
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A B
C D
Figura 4. Indução de culturas nodulares de abacaxizeiro. A – bases foliares sem 
resposta morfogenética em meio de cultura isento de fitorreguladores; B – 
Indução de raízes em meio de cultura com 2 µM de ANA; C- Indução de 
culturas nodulares em meio de cultura com 2 µM de ANA e 8 µM de BAP; D – 
Indução de culturas modulares em meio de cultura com 2 µM de ANA e 8 µM 
de 2-iP.  
9.3.2. Multiplicação de culturas nodulares 
No primeiro ensaio, a multiplicação das culturas nodulares pode 
ser obtida com sucesso. Com base no peso fresco inicial, peso fresco 
final e a capacidade proliferativa, observou-se que o meio de cultura 
suplementado com 2 µM de ANA e 2 µM de BAP resultou na maior 
taxa de multiplicação. Este tratamento também resultou em melhor 
qualidade de culturas nodulares formadas, com nódulos globulares de 
coloração verde clara e ótima aparência (Tabela 6; Figura 5). 
 
Tabela 6. Efeito de diferentes combinações e concentrações dos 
fitorreguladores ANA e BAP na taxa proliferativa ((peso final – peso 
inicial)/peso inicial) e nos aspectos morfogenéticos de culturas nodulares de 
abacaxizeiro em sistema de imersão temporária de frascos duplos após 4 
semanas em cultura. 
 Taxa proliferativa Aspectos morfogenéticos 
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BAP (µM) BAP (µM) ANA (µM) 
0 2 0 2 
0 - 1,88  Cor verde 
acinzentad
o 













Figura 5. Multiplicação de culturas nodulares de abacaxizeiro em biorreatores 
de imersão temporária por frascos duplos. A – Culturas nodulares em frasco de 
organogênese convencional em fase de multiplicação; B - Detalhe de culturas 
nodulares multiplicadas em sistema de frascos duplos durante 4 semanas.  
 
No segundo experimento, avaliou-se separadamente as variáveis 
taxa proliferativa, número de unidades individuais por peso e aparência 
morfológica. Na avaliação quanto à influência do sistema de cultivo 
sobre a taxa proliferativa, observou-se que o sistema de imersão 
temporária RITA® foi o que apresentou maior taxa (14,01), seguido do 
SIT-FD (4,37) e por fim o sistema em imersão permanente, SIP, que 
apresentou uma taxa de 0,61 (Tabela 7).  
 
Tabela 7. Efeito dos diferentes sistemas de imersão (sistema de imersão 
temporária em frascos duplos (SIT-FD), em aparatos RITA® (SIT-RITA) e 
sistema de imersão permanente (SIP)) na taxa proliferativa ((peso final – 
peso inicial)/peso inicial) de culturas vegetais em meio com formulação 
salina MS suplementado 3% de sacarose, 2 µM de ANA e 2 µM de BAP, 
  66 
após 4 semanas em cultura. 
Sistema de imersão 
Taxa proliferativa ((Peso final – Peso 
inicial)/Peso inicial) 
SIT-RITA 14,01 A 
SIT-FD 4,37 B 
SIP 0,61 C 
Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas, 
segundo teste SNK à 95% de confiabilidade. Coeficiente de variação de 
11,29%. 
 
Entretanto, a fase de desenvolvimento das culturas vegetais 
obtidas em cada tratamento diferiu (Figura 6). Enquanto no SIT-RITA o 
material vegetal obtido evoluiu de culturas nodulares à microbrotos, no 
SIT-FD e no SIP o material vegetal permaneceu na forma de culturas 
nodulares. Porém, comparando-se a aparência dos últimos, observa-se 
que a qualidade das culturas obtidas no SIT-FD foi superior à obtida no 
SIP; aquelas se apresentando com boa aparência, verdes-clara, enquanto 
que as últimas apresentaram alta taxa de oxidação. 





Figura 6. Multiplicação de culturas in vitro de abacaxizeiro sob diferentes 
sistemas de imersão. A – Culturas nodulares em sistema de imersão 
permanente; B – Aspecto morfogenético de culturas nodulares desenvolvidas 
em imersão permanente durante 4 semanas; C – Culturas nodulares em 
biorreator de imersão tmporária em frascos duplos; D – Aspecto morfogenético 
de culturas nodulares desenvolvidas em frascos duplos durante 4 semanas; E – 
Culturas nodulares em biorreator de imersão temporária RITA®; F - Aspecto 
morfogenético de microbrotos regenerados após 4 semanas em biorreator de 
imersão temporária RITA®. 
 
Para a variável número de unidades individuais por peso, 
considerou-se unidades individuais estruturas capazes de formar brotos, 
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desde meristemas observáveis à microbrotos. Observou-se que o 
tratamento que demonstrou maior número de unidades individuais por 
grama foi o SIT-FD, com média de aproximadamente 141 unidades, 
seguida do SIP, com aproximadamente 124 unidades, e SIT-RITA, com 
aproximadamente 113 unidades, sendo que SIP e SIT-RITA não 
apresentaram diferença estatística entre si (Tabela 8; Figura 6). 
 
Tabela 8. Efeito dos diferentes sistemas de imersão (sistema de imersão 
temporária em frascos duplos (SIT-FD), em aparatos RITA® (SIT-RITA) e 
sistema de imersão permanente (SIP)) no número de unidades individuais 
por grama de cultura vegetal em meio com formulação salina MS 
suplementado 3% de sacarose, 2 µM de ANA e 2 µM de BAP, após 4 
semanas em cultura. 
Tratamento 
Número de unidades 
individuais 
SIT-FD 141,3 A 
SIP 124,2 B 
SIT-RITA 112,9 B 
Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas, 
segundo teste SNK à 95% de confiabilidade. Coeficiente de variação de 
8,008%. 
9.3.3. Alongamento de microbrotos 
Observou-se que houve homogeneidade dentro dos tratamentos e 
diferença estatística entre os tratamentos estudados (Tabela 9). 
 
Tabela 9. Eficiência de diferentes concentrações de AG3 em promover o 
alongamento de microbrotos de abacaxizeiro em frasco de imersão 
permanente a brotos maiores que 4 cm após 8 semanas em cultura. 
Concentrações de AG3 (µM) N° médio de brotos maiores que 4 
cm 
0 9,6 C 
5 20,1 B 
10 25,5 A 
15 22,1 B 
20 20,3 B 
Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas, 
segundo teste SNK à 95% de confiabilidade. Coeficiente de variação de 
19,65%. 
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Observou-se que o número de brotos acima de 4 cm obtidos por 
meio de microbrotos em diferentes concentrações de AG3 após 8 
semanas (Figura 7 – A, B e C) seguiu um comportamento no qual houve 
crescimento numérico partindo do tratamento com ausência de AG3, em 
média, 9,6 brotos, aumentando para 20,1 no tratamento contendo 5 µM 
de AG3, e chegando ao resultado superior com o tratamento com 10 µM 
de AG3, com 25,5 brotos, daí decrescendo para 22,1 e 20,3 brotos, 
respectivamente nos tratamentos contendo 15 e 20 µM de AG3. Houve 
diferença estatística entre blocos, o que se justifica na coleta dos 
microbrotos do aparato Rita®, quando provavelmente houve uma 
diferença no padrão de desenvolvimento das culturas coletadas na 
montagem entre os blocos, por essa mesma característica observa-se um 
alto coeficiente de variação (19,65%). 





Figura 7. Alongamento de microbrotos de abacaxizeiro em sistema de imersão 
permanente e aclimatização. A- Microbrotos em biorreator de imersão 
temporária RITA®; B – Detalhes de microbrotos utilizados como fonte de 
explante; C – Frascos em sistema de imersão permanente com brotos 
desenvolvidos em diferentes concentrações de ácido giberélico durante 8 
semanas; D – Plântulas de abacaxizeiro aclimatizadas, desenvolvidas ex vitro 
por 8 semanas. 
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9.3.4. Aclimatização das plântulas 
Comparando-se as diferentes classes de altura testadas no 
primeiro experimento, os intervalos de 5,1 a 6 cm, e 6,1 a 7 cm, 
apresentaram maior taxa de sobrevivência, 95%, seguidos pelo intervalo 
de 4,1 a 5 cm com 85%, intervalo de 3,1 a 4 cm com 57,5%, intervalo de 
2,1 a 3 cm com 42,5% e intervalo de 1,1 a 2 cm com 7,5%. O intervalo 
de 0,1 a 1 cm não apresentou sobrevivência (Tabela 10). Já no segundo 
experimento não foi observado diferença estatística entre os tratamentos, 
sendo que todos os tratamentos apresentaram mais que 92% de 
sobrevivência (Tabela 11; Figura 7 - D). 
 
Tabela 10. Eficiência da aclimatização de diferentes classes de altura de 
brotos de abacaxizeiro em substrato constituído por Plantmax® HT, após 4 
semanas. 
Classes de altura de brotos (cm) Sobrevivência (%) 
0 a1 0,0 C 
1,1 a 2 7,5 C 
2,1 a 3 42,5 B 
3,1 a 4 57,5 B 
4,1 a 5 85 A 
5,1 a 6 95 A 
6,1 a 7 95 A 
Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças significativas, 
segundo tabela de contingência (95% de confiabilidade). 
 
Tabela 11. Eficiência da aclimatização de diferentes classes de altura de 
brotos de abacaxizeiro em substrato constituído por mistura (1:1) de 
Plantmax® HT e casca de arroz carbonizada, após 4 semanas. 
Classes de altura de brotos (cm) Sobrevivência % 
2,1 a 3 92 A 
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3,1 a 4 96 A 
4,1 a 5 92 A 
5,1 a 6 93 A 
Médias seguidas de mesma letra não apresentam diferenças significativas, 
segundo tabela de contingência (95% de confiabilidade). 
 
9.4. Discussão 
Observou-se nos dois experimentos referentes a indução de 
culturas nodulares que a relação citocinina/auxina que se mostrou 
superior para a formação de culturas nodulares em explante de base 
foliar de abacaxizeiro foi de 8 µM de citocinina e 2 µM de auxina. Esta 
combinação hormonal resultou em uma boa porcentagem de indução de 
culturas nodulares (cerca de 65%). Segundo Mercier et al. (2003) a 
indução de culturas nodulares a partir das bases foliares de abacaxizeiro 
é dependente da presença tanto de auxina quanto de citocinina, o que vai 
ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo. Desta maneira, 
observou-se que tratamentos com presença somente de auxina, na 
concentração de 2 µM, induziram a formação de raízes, e tratamentos 
com presença somente de citocinina, 4, 8, 12 e 16 µM,  mostraram-se 
menos aptos à formação de culturas nodulares quando comparadas aos 
tratamentos com a presença de combinação de 2 µM ANA com 
diferentes concentrações de citocinina (4, 8, 12 ou 16 µM ). Estudos 
com resultados similares de indução de culturas nodulares a partir de 
bases foliares de abacaxizeiro in vitro também foram reportados por  
Dolgov et al. (1998), Teng (1997), Sripaoraya et al. (2003), Firozabady 
e Moy (2004) e Hamasaki et al. (2005). Em outro trabalho com o 
abacaxizeiro, reportado por Wakasa et al. (1978), obteve-se culturas 
nodulares a partir de outras fontes de explantes, segmentos do sincarpo, 
e gemas axilares. E em outras bromeliáceas a obtenção de culturas 
nodulares a partir de bases foliares foi reportada por Mercier e Kerbauy 
(1995); Koh e Davies JR (1997); Alves e Guerra (2001); Rech Filho et 
al. (2005), (2009); Alves et al. (2006); Dal Vesco e Guerra (2010) e Dal 
Vesco (2010). 
A relativa similaridade de resultados obtidos por meio de uma 
relação citocinina/auxina positiva, utilizando diferentes genótipos da 
var. comosus, sugere que o presente protocolo de indução de culturas 
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nodulares seja recorrente para o abacaxizeiro. Mercier et al. (2003) 
reforçam essa sugestão com a afirmação de que em abacaxizeiro, a 
indução de culturas nodulares está relacionada com a relação endógena 
citocinina/auxina, principalmente com o aumento nos níveis de 
Isopenteniladenina (iP), presente na base foliar, área do explante que 
apresenta indução. 
O fato da citocinina BAP promover com uma maior freqüência a 
formação precoce de microbrotos faz com que ela seja recomendada 
quando o objetivo não é obter culturas cíclicas, possível apenas na fase 
de culturas nodulares. Dessa forma, sugere-se que a utilização da 
combinação 8 µM de 2-iP combinada à 2 µM de ANA seja a mais 
recomendada para processos que visem a indução de culturas nodulares 
seguida de multiplicação massal.   
Para a multiplicação de culturas nodulares em biorreatores de 
imersão temporária o meio de cultura básico suplementado com 2 µM 
de ANA e 2 µM de BAP no sistema de imersão temporária em frascos 
duplos mostrou-se ser o mais eficiente. Isto possibilitou o 
estabelecimento de uma cultura cíclica, o que torna o protocolo eficiente 
para a regeneração de um maior número de mudas. Resultados similares 
foram encontrados por Dal Vesco e Guerra (2010) com culturas 
nodulares de Vrisea reitzii, induzidas de sementes em meio de cultura 
contendo 4 µM de ANA e multiplicadas, mantendo-as em culturas 
nodulares, em meio contendo 2 µM de ANA e 2 µM de 2-iP. Neste 
mesmo trabalho esses autores reportaram a combinação 4 µM de ANA e 
2 µM de BAP para a multiplicação conservativa de culturas nodulares 
induzidas a partir de bases foliares de V. reitzii. Dal Vesco (2010) 
observou que em Billbergia zebrina o meio de cultura suplementado 
com 0,01 µM de TDZ e 2 µM de 2-iP em meio geleificado mostrou-se 
superior para a manutenção cíclica de culturas nodulares, e que o 
processo de multiplicação mais eficiente foi o meio de cultura líquido 
isento de fitorreguladores, mantendo-se as culturas sob ponte de papel 
filtro. Nesse estudo a indução dessas culturas ocorreu com a 
concentração de 0,01 µM de TDZ. Não foi encontrado para o 
abacaxizeiro até então experimentos que explorassem a multiplicação de 
culturas nodulares. 
Por outro lado, para a formação de microbrotos observou-se que 
o SIT-RITA foi mais eficiente que os demais tratamentos, possibilitando 
também alta taxa de multiplicação. Sugere-se que o fator desencadeante 
à regeneração seja o ambiente menos irrigado que este sistema confere 
quando comparado ao SIT-FD e SIP. Os estudos de Dal Vesco e Guerra 
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(2010) e Dal Vesco (2010) reforçam esta sugestão uma vez que culturas 
nodulares de V. reitzii e B. zebrina, respectivamente, apresentam maior 
freqüência de regeneração sob ponte de papel filtro quando comparada 
ao meio geleificado. Nesse sentido, tomando como base o estudo de 
Geigenberger (2003) sobre os efeitos da falta de oxigênio em tecidos de 
culturas vegetais, observou-se que o ambiente presente no SIP conduziu 
às culturas vegetais hipoxia, uma vez que desencadeou problemas para o 
desenvolvimento celular que culminaram na baixa taxa de multiplicação 
alcançada e no aspecto oxidado obtido nas culturas. Por outro lado, as 
condições obtidas no SIT-RITA e no SIT-FD foram propícias para o 
desenvolvimento celular, o primeiro para a regeneração aliada à 
multiplicação de microbrotos e o último para a multiplicação de culturas 
nodulares. 
Os resultados do presente trabalho também confirmaram a maior 
eficiência dos biorreatores de imersão temporária em relação aos 
sistemas de imersão permanente quanto a taxa proliferativa. Resultados 
similares foram obtidos por Steinmacher et al. (in press), Escalona et al. 
(1999), Feuser (2000) e Silva et al. (2007). Adicionalmente, quando se 
compara a taxa proliferativa da organogênese convencional em SIT-FD 
reportados por Escalona et al. (1999), Feuser (2000) e Silva et al. 
(2007), todos trabalhos com abacaxizeiro, com a taxa proliferativa 
encontrada no presente trabalho, constata-se a maior capacidade da rota 
regenerativa por meio de culturas nodulares do que pela organogênese 
direta.   
Para a fase de alongamento de brotos obteve-se como melhor 
tratamento o meio de cultura suplementado com 10 µM de AG3. 
Resultados similares foram encontrados por Dal Vesco (2010) com B. 
zebrina, estudo que apresentou dados no qual o mesmo meio de cultura 
suplementado com 10 µM de AG3 foi o mais apto para promover o 
alongamento de brotos.  
Através do tratamento superior foi possível a obtenção de cerca 
de 25 brotos aclimatizáveis, maiores do que 4 cm nos frascos de cultivo. 
Esse número é superior aos encontrados em protocolos de organogênese 
convencional na fase de crescimento ou alongamento quando se leva em 
consideração o número de brotos por área nos protocolos tradicionais, 
como os estudos de Guerra et al. (1999) e Teixeira et al. (2001). Isto está 
relacionado com a maior densidade de unidades individuais do presente 
protocolo ante a densidade encontrada em protocolos convencionais. 
Enquanto na organogênese convencional 1g de cultura vegetal na fase 
de multiplicação resulta em poucos brotos, no protocolo proposto 1g de 
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microbrotos representa mais de uma centena de unidades individuais. 
Levando-se em consideração o presente protocolo desenvolvido, cada 
SIT-RITA contendo 50 g de microbrotos tem potencialidade para 
produzir cerca de 1250 brotos acima de 4 cm após 8 semanas de 
desenvolvimento. Estes dados apontam que a fase de crescimento de 
brotos requer um aumento na sua eficiência, já que 1g de microbrotos 
inoculados deveria resultar em mais de uma centena de brotos, porém 
alcança em média 25 brotos acima de 4cm. Por outro lado o peso das 
culturas vegetais abaixo de 4 cm no tratamento com 10 µM de AG3 é de 
12,5g (dados não mostrados), equivalente a mais de 1000 microbrotos. 
Ou seja, mesmo que o protocolo estabelecido apresenta-se como um 
sistema de alta performance para a produção de mudas de abacaxizeiro, 
ainda existe potencialidade para aumentar em muitas vezes sua taxa 
proliferativa.  
A aclimatização das plântulas provenientes da cultura in vitro 
pode ser considerada um passo crítico em um protocolo de alta 
eficiência, pois acumula todos os custos já envolvidos na regeneração 
das plântulas (Steinmacher et al., 2007). Para o presente estudo, 
considerou-se, a priori, uma porcentagem de sobrevivência em torno de 
90% como mínimo aceitável para a fase de aclimatização. Neste sentido, 
apresentaram-se aptas à fazer parte do protocolo estabelecido os 
tratamentos, do primeiro experimento, 4,1 a 5 cm; 5,1 a 6 cm e maiores 
que 6,1 cm, com sobrevivência de 85%, 95% e 95%, respectivamente; e 
todos os tratamentos estudados no segundo experimento, 2,1 a 3,0 cm; 
3,1 a 4,0 cm; 4,1 a 5,0 cm e 5,1 a 6 cm, respectivamente 92, 96, 92 e 
93% de sobrevivência. Sugere-se que a diferença entre os dois 
experimentos esteja relacionada com a época de plantio e o tipo de 
substrato utilizado. Enquanto no primeiro experimento utilizou-se 
Plantmax® HT como única fonte de substrato, e a época de plantio foi 
no início da primavera, no segundo experimento utilizou-se como 
substrato uma mistura 1:1 de casca de arroz carbonizada e Plantmax® 
HT, e a época de plantio foi no início do verão. A primeira combinação 
conduz a um substrato com maior susceptibilidade ao excesso hídrico e 
a ocorrência de baixas temperaturas, características negativas para o 
desenvolvimento do abacaxizeiro. Em outros trabalhos com 
abacaxizeiro, Amin et al. (2005) relata a sobrevivência de, em média, 
90% de brotos aclimatizados e Sripaoraya et al. (2003) de 100%, porém 
não há nestes dois estudos detalhes quanto o tamanho de brotos 
aclimatizados.  
Em protocolos baseados em culturas nodulares com outras 
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espécies, Dal Vesco e Guerra (2010) reportam a sobrevivência de 100% 
de brotos de V. reitzii oriundos de protocolo regenerativo por meio de 
culturas nodulares a partir de 3,5 cm de altura com a utilização do 
substrato composto por uma mistura 1:1:1 de casca de arroz 
carbonizada, Plantmax® HT e casca de pinus. No mesmo sentido, Dal 
Vesco (2010) observou que com a utilização desse mesmo substrato foi 
possível obter a sobrevivência de 85% de brotos de B. zebrina com 
altura a partir de 3,5cm.  
Levando-se em consideração a taxa de sobrevivência do segundo 
experimento, alcançou-se resultados similares à sobrevivência 
encontrada em plântulas oriundas da organogênese convencional, 
reportada por Guerra et al. (1999). Isto confirma a eficiência do presente 
protocolo, que apresenta sobrevivência semelhante à organogênese 
convencional ao mesmo tempo em que possui uma eficiência 
regenerativa muito maior.   
9.5. Conclusões 
No presente trabalho foi possível estabelecer um protocolo de 
micropropagação de abacaxizeiro de alta eficiência, baseado em culturas 
nodulares e biorreatores de imersão temporária (Figura 8). As etapas 
resumidas do protocolo são: 
Indução de culturas nodulares: Inoculação de bases foliares de 
abacaxizeiro retiradas de brotos desenvolvidos in vitro em meio 
constituído de sais MS, e suplementado com 3% de sacarose 0,72% de 
agar, 2 µM de ANA e 8 µM de 2-iP, com pH ajustado para 5,8. A 
duração nessa fase é de 4 semanas. 
Fase intermediária entre indução e multiplicação: Cultivo das bases 
foliares induzidas (contendo culturas nodulares e microbrotos) em frasco 
com lâmina de meio de cultura líquido constituído de sais MS, e 
suplementado com 3% de sacarose, 2 µM de ANA e 2 µM de BAP, com 
pH ajustado para 5,8. Após 4 semanas realiza-se a seleção de culturas 
nodulares. 
Multiplicação de culturas nodulares: Desenvolvimento de culturas 
nodulares em meio de cultura constituído de sais MS, e suplementado 
com 3% de sacarose, 2 µM de ANA e 2 µM de BAP, com pH ajustado 
para 5,8 em sistema de imersão temporária em frascos duplos. Após 4 
semanas realiza-se o subcultivo e a seleção de culturas para a fase de 
regeneração. 
Regeneração de microbrotos: Inoculação de culturas nodulares em 
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aparato de imersão temporária RITA® em meio de cultura constituído de 
sais MS, e suplementado com 3% de sacarose, 2 µM de ANA e 2 µM de 
BAP, com pH ajustado para 5,8. Após 4 semanas os microbrotos 
formados seguem para fase de alongamento de brotos. 
Alongamento de brotos: Inoculação de microbrotos em frascos de 
cultivo contendo meio de cultura constituído de sais MS, e 
suplementado com 3% de sacarose, 10 µM de AG3, com pH ajustado 
para 5,5. Após 8 semanas os brotos seguem para a fase de aclimatização. 
Aclimatização: Plantio de brotos maiores de 2 cm em substrato 
constituído de mistura (1:1) de Plantmax® HT e casca de arroz 
carbonizada. 
Este protocolo traz inovações consideráveis aos protocolos até 
estão descritos para a micropropagação do abacaxizeiro, por 
incorporarem novas metodologias relacionadas ao emprego de culturas 
nodulares associadas aos biorreatores. Com isto pode-se obter maior 
rapidez, menor mão de obra e manipulação das culturas e menor preço 
final das mudas obtidas. 









Figura 8. Protocolo de micropropagação de abacaxizeiro de alta eficiência 
baseado em culturas nodulares e biorreatores de imersão temporária. A – 
Inoculação de bases foliares de abacaxizeiro; B – Culturas nodulares induzidas 
em meio de cultura com combinação 2 µM de ANA e 8 µM de 2-iP; C – Fase 
intermediária entre as fase de indução e multiplicação de culturas nodulares; D1 
– Multiplicação de culturas nodulares em biorreatores de imersão temporária em 
frascos duplos; D2 – Detalhe de culturas nodulares em multiplicação em frascos 
duplos; E1 – Regeneração de microbrotos em biorreator de imersão temporária 
RITA®; E2 – Detalhe de microbrotos em aparato RITA®; F1 – Fase de 
alongamento de brotos em frascos de imersão permanente; F2 – Detalhe de 
brotos alongados de abacaxizeiro; G – Fase de aclimatização de brotos; H – 
Detalhe de plântula em desenvolvimento em bandeja de aclimatização. 
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11. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
No presente trabalho gerou-se informações relevantes para a 
espécie A. comosus var. comosus, tanto no aspecto histórico, por meio 
do primeiro capítulo, como no aspecto biotecnológico, nos capítulos 2 e 
3. Com o desenvolvimento das duas temáticas torna-se possível produzir 
em um pequeno espaço de tempo, área reduzida e baixo custo, um 
grande número de mudas de genótipos de interesse, bem como 
estabelecer estratégias eficientes para a conservação e melhoramento 
genético de genótipos adaptados ao sul do Brasil. 
O protocolo de micropropagação de abacaxizeiro baseado em 
culturas nodulares e em biorreatores de imersão temporária apresenta 
eficiência regenerativa muito maior que protocolos de organogênese 
convencional. Necessitando porém, de refinamentos pontuais, dentre 
esses, dois são mais evidentes. O primeiro está na passagem da fase de 
indução para a fase de multiplicação, quando se faz necessário o cultivo 
das bases foliares induzidas, contendo culturas nodulares e microbrotos, 
em SIP com combinação 2µM de ANA mais 2µM de BAP para após 4 
semanas selecionar apenas culturas nodulares, que só então poderão 
iniciar a fase de multiplicação. Espera-se que em breve seja possível a 
entrada imediata das culturas nodulares induzidas para a fase de 
multiplicação, para isso é necessário testar novos tratamentos que 
inibam a formação de microbrotos no processo de indução de culturas 
nodulares. O outro ponto está na fase de alongamento de microbrotos. 
Essa etapa foi estudada apenas em sistema de imersão permanente, no 
qual se considerou aptos à fase de aclimatização apenas brotos maiores 
que 4 cm. Desta forma, deixa-se de utilizar uma porção considerável de 
culturas vegetais. Acredita-se que seja possível aumentar 
consideravelmente a eficiência regenerativa do protocolo através da 
utilização dessa porção de culturas vegetais descartadas, seja pela 
aclimatização de brotos menores (como a partir de 2 cm, demonstrado 
pelo segundo experimento do item aclimatização), ou pela utilização de 
diferentes metodologias para a fase de crescimento que possibilite maior 
sincronia no desenvolvimento dos microbrotos. 
Na caracterização genética foi possível adaptar um sistema 
adequado de extração de DNA, porém o polimorfismo apresentado 
pelos sete iniciadores genotipados não foi suficiente para estimar a 
diversidade genética da coleção de germoplasma de abacaxizeiro do 
CCA/UFSC. Para tornar possível o estudo da diversidade desse grupo de 
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plantas deve-se aumentar o número de genótipos caracterizados, e o 
número de iniciadores. 
